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論文内容の要旨
【目的】
補助生殖技術の進歩に伴い多くの男性不妊患者において産子が得られるようになり、近年では精巣内精子を用いた
顕微授精により射出精子の得られない無精子症患者においても産子が得られている o しかし、現状では臨床的にこれ
らの補助生殖技術を応用するには少なくとも精巣内に精子細胞以上の分化細胞が必要であり、精子細胞までの分化が
得られない症例に対しての治療法は確立されていな L、。我々は精細胞分化が精祖細胞で停止し、精巣内テストステロ
ン濃度 (ITT) が上昇している juvenile spermatogonial depletion (jsd) mouse (以下jsd マウス)に対し GnRH
アンタゴニスト投与してテストステロンを抑制することにより精母細胞までの分化を誘導し得ることを以前に報告し
たが、 GnRH アンタゴニストの投与のみでは精子細胞は得られなかった。一方、正常のマウスにおいても GnRH ア
ンタゴニストの投与により精子細胞のアポトーシスが生じ精細管内から精子細胞、精子が消失することが知られてい
る。本研究で・は jsd マウスに対し GnRH アンタゴニストを投与した後に投与を中止することにより、精母細胞から
精子細胞までの分化を誘導し、得られた精子細胞を用いた顕微受精を行い妊苧性を回復させることを目的とした。ま
た、 GnRH アンタゴニスト中止による精母細胞から精子細胞への分化がテストステロンの再上昇によるものである
ことを確認することを目的とした。
【方法ならびに成績】
1. GnRH アンタゴニスト中止による変化の検討
生後 8 週齢のオス jsd マウスに対し、 GnRH アンタゴニストの Nal-Glu を浸透圧ポンプを用いて2500μg/kg/day
の割合で 4 週間投与した後に Nal-Glu の投与を中止し、中止後 2、 4、 8 週で各群 5 匹ずつ血清 LH、 FSH、テスト
ステロンおよび精巣内テストステロン濃度を RIA により測定した。組織学的評価としては、精巣をプアン固定、パ
ラフィン包埋し、ヘマトキシリン・エオジン染色を行った。各切片について精細管数を調べ、そのうち 2 つ以上の精
母細胞、精子細胞を含む精細管の割合を百分率で評価し、各群の平均、標準誤差を算出した。 Nal-Glu 投与を継続し
た jsd マウスおよび無治療の jsd マウスを対照とし、各 time point で ANOVA、 Fisher の PLSD test を用い統計学
的に検討した。
結果としては、血清 LH、 FSH、テストステロンおよび ITT 濃度は Nal-Glu 投与中止により速やかに上昇した。
Nal-Glu 中止 2 週後には精細管内には精母細胞と精子細胞が見られ、精母細胞は、その後急速に減少した。精子細胞
???
は Nal-Glu 中止 4 週後に最も多くなり、中でも elongated spermatid の割合が増加した。 8 週日には、精母細胞、
精子細胞ともにほぼ消失した。
2. テストステロン補充による減数分裂の誘導
Nal-Glu 中止による減数分裂の誘導が、テストステロンの再上昇によるものであることを確認するために、実験 l
と同様に生後 8 週齢のjsd マウスに対し Nal・Glu を 4 週間投与した後、 Nal-Glu は継続しつつ同時にテストステロン
ペレット (15mg/60days) を皮下に投与した。 2 週間後に内分泌学的、組織学的に検討したロ
結果としてテストステロン補充により、血清テストステロン、 ITT は上昇し、組織学的にも、精子細胞を認めた。
3. テストステロン抑制、再上昇で誘導された精子細胞を用いた顕微授精
次に、生後 8 週齢のjsd マウスに対し Nal-Glu を 4 週間投与した後、 Nal-Glu を中止し、 4 週間後に精巣を摘出し、
顕微鏡下に精巣より精子細胞を抽出した。一方、ヒト繊毛ゴナドトロビンおよび妊馬血清ゴナドトロビンを投与した
メス B6D2Fl マウスから卵細胞を抽出した。ピエゾインジェクターを用いて顕微鏡下に94の精子細胞を卵細胞内に
注入し、 KSOM メディウムで24時間培養した後、 2-cell stage まで至った卵細胞を偽妊娠メス ICR マウスの卵管に
移植した。その結果、表現型正常の 8 匹の産仔を得た。
【総括】
精細胞分化が精祖細胞で停止する男性不妊ミュータントである jsd マウスにおいて GnRH アンタゴニストを投与
した後に投与を中止することにより、精子細胞までの分化を誘導しえた。また、 GnRH アンタゴニストを投与後に
テストステロンを補充することによっても同様の効果が得られ、精祖細胞から精子細胞へはテストステロン値が低く
ても分化が起こるが、精母細胞から精子細胞への分化にはテストステロンが必要であることが確認された。さらに、
テストステロン抑制、再上昇により誘導された精子細胞を用い顕微授精を行うことにより産仔を得た。テストステロ
ン抑制療法が、男性不妊症の治療の一つの選択肢となりうる可能性が示唆された。
論文審査の結果の要旨
男性不妊症に対する治療として顕微授精などの補助生殖技術が行われているが、そのためには、少なくとも精子細
胞以上に分化した精細胞が存在することが必要であり、それ以前の段階で精細胞分化が停止している症例に対しては
現時点では有効な治療法がな L、。東田らの研究では、精細胞分化が未分化な精祖細胞で停止している不妊モデルマウ
スのjsd マウスに対し、 GnRH antagonist を投与し、テストステロンを抑制することで精母細胞までの分化を誘導
した上で、 GnRH antagonist を中断し、テストステロンの再上昇を図ることにより精子細胞 (elongated
spermatid) までの分化を誘導した。さらに、このようにして得られた精子細胞を精巣より抽出し、顕微授精を行う
ことにより産仔を得ることに成功した。遺伝的要因による男性不妊モデルにおいてこのような方法で産仔を得た報告
は他に類がなく、将来的には、ヒト不妊症の治療に対する臨床応用も期待される。また、この研究は精子形成の過程
において、その分化の段階によりテストステロンの意義が異なることを示唆しているo
以上、この研究は学位の授与に値すると考えられるo
? ?
